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摘要 :， 光 遗传 学 技术 是 结合 遗传 学 和 光学 对 生物 体 特定 细胞 实现 精确 光 控 的 新 兴 生物 技术 。 自 基于 微 


证 


E 物 视 蛋 白 的 光 遗 传 学 策略 应 用 以 来 ， 光 遗传 学 在 视 蛋 白 的 开发 与 优化 ， 基 于 病毒 和 重组 酶 的 遗传 学 定位 


表达 以 及 光学 传输 技术 等 方面 都 取得 了 显著 进展 。 光 遗传 学 在 现代 神经 生物 学 领域 应 用 广泛 ,在 神经 环 路 、 


行为 、 中 枢 神 经 系统 疾病 、 精 神 疾病 的 机 理 研究 中 发 挥 着 重要 作用 。 本 文 主要 介绍 光 遗 传 学 技术 的 发 展 历 


程 ， 重 点 介绍 光 遗 传 学 工具 的 优化 以 及 定位 表达 ， 由 在 为 光 遗 传 学 及 相关 领域 的 研究 发 展 提供 参考 。 


RB: 光 遗 传 学 技术 ， 光 学 控制 ， 视 和 蛋白: 神经 生物 学 
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Abstract: Optogenetics is an emerging biological technique that combines optics and genetics to precisely 
control specific cells within organisms. Since the application of microbial opsins, optogenetics has gained 
substantial progresses in discovering opsins, optic-control methods and genetic strategies that are based on viruses 
and recombinases. Optogenetics apply widely in modern neuroscience, playing important roles in the study of 
neural circuits and behavior, the pathological mechanism of various central nervous system diseases and 
psychiatric disorders. This review summarizes the development of optogenetic techniques, meanwhile emphasizes 
the latest advances in the opsin exploration and localized expression, aiming to provide references for research in 


optogenetics and related fields. 
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光 遗 传 学 技术 是 结合 光学 和 遗传 学 技术 对 特定 细胞 、 组 织 、 环 路 中 茶 一 事件 实现 精确 控 


制 的 新 兴 生 物 技术 ”。 光 遗传 学 核心 组 分 包括 能 对 光 刺 激 起 反应 并 产生 效应 的 感光 元 件 以 及 


对 此 活动 记录 分 析 的 相关 技术 ， 主 要 涵盖 l 将 光 控 元 件 表达 在 特定 细胞 或 组 织 ; 2， 将 光 
作为 刺激 源 递送 到 目标 细胞 或 组 织 ，3. 记录 输出 并 对 其 进行 分 析 ”。 早 在 1971 年 ， 就 有 研 
究 发 现 细菌 中 有 能 够 感光 的 光敏 蛋白 , 但 当时 未 被 用 于 发 展 光 控 元 件 ”。2005 年 ， 微 生物 视 
紫红 质 蛋 白 被 证 明 能 够 成 功 表 达 于 哺乳 动物 特定 神经 元 并 赋予 其 感光 能 力 从 而 引起 激活 效 
应 ”。 在 随后 的 十 多 年 中 ， 随 着 神经 生物 学 领域 对 单 组 份 光 控 元 件 的 需求 ， 光 遗传 技术 迅速 
发 展 并 被 广泛 应 用 于 神经 生物 学 研究 中 , 例如 以 帕 金 森 病 、 着 病 、 自 闭 症 为 代表 的 神经 精神 
性 疾病 的 机 理 研 究 "“ 。 本 文 详细 阐述 了 光 遗 传 学 技术 发 展 的 历史 ， 并 就 光 遗 传 技术 中 的 微 
生物 视 条 白 的 改造 优化 成 果 , 不 同 遗 传 学 表达 策略 的 优 缺 点 ， 以 及 光 遗 传 学 中 现 有 局 限 和 未 


来 发 展 方向 等 进行 了 重点 介绍 , 则 在 通过 对 光 遗 传 学 技术 的 近期 研究 进展 的 简 述 为 相关 领域 


的 发 展 研究 提供 参考 。 


1 光 遗 传 学 技术 的 发 展 


1979 年 , Crick. F 提出 神经 生物 学 面临 的 主要 挑战 是 如 何 特异 地 控制 某 一 类 型 神经 元 的 


提供 了 初步 设想 依据 ”。 


早 在 1979 年 以 前 ， 微 生物 学 家 就 已 经 发 现 某 些 微生物 能 表达 单一 组 分 的 光敏 离子 通道 


蛋白 。Stoeckenius.D 和 Oesterhelt. S Æ 1971 年 证 明了 细菌 视 紫 红 质 蛋白 可 在 可 见 光 条 件 


活性 从 而 研究 神经 元 以 及 神经 环 路 与 行为 的 关系 。 由 于 电极 刺激 作用 缺乏 细胞 特异 性 ,药物 
作用 时 间 慢 而 缺乏 时 效 性 ，Crick.F 随后 提出 光 或 许可 以 作为 控制 的 手段 ， 为 光 遗 传 学 产生 


下 被 激活 ， 并 作为 通道 蛋白 实现 离子 的 跨 膜 运输 ”。 随 后 ，1977 年 ，Matsuno-Yagi.A 和 


Mukohata. Y 发 现 了 这 一 家 族 的 更 多 成 员 "。2002 年 , Hegeman. P 等 人 进 


步 发 现 了 视 紫 红 质 


通道 蛋白 Cchannelrhodopsin, ChR) “。 然 而 由 于 微生物 视 紫红 质 蛋 白 的 光 激 活 需 要 化 学 


进行 光学 控制 并 不 是 一 个 可 行 的 策略 ” 。 


因此 , 研究 者 们 试图 通过 多 组 分 的 感光 


EA 


辅 因子 〈 顺 式 视 黄 醛 ) 的 参与 ， 研 究 者 们 认为 在 哺乳 动物 神经 元 中 利用 微生物 视 紫 红 质 蛋白 


昌 光 在 一 群 混 合 的 


ANS ANS 
I 


昌 份 光 遗 传 学 的 进一步 应 用 。 


白 或 者 感光 小 分 子 结合 离子 通道 实现 对 神经 元 
的 光 激 活 。2002 年 ，Zemelman.B 等 人 利用 果 蝇 感光 受 体 相关 基因 ， 包 括 视 紫 红 质 蛋白 

(rhodopsin) , a -抑制 蛋白 〈a -arrestin-2) 以 及 6 和 蛋白 a 亚 基 ， 开 发 了 多 组 分 光 激 活 策 
略 ， 命 名 为 “chARGe”""， 并 在 基因 表达 技术 的 帮助 下 ， 首 次 实现 了 利 月 
神经 元 中 激活 了 某 一 小 群 特定 的 神经 元 。 类 似 的 ，Banghart.M 等 人 通过 将 光敏 的 化 学 
分 子 偶 联 到 钾 离 子 通 道上 , 在 大 鼠 中 实现 了 利用 光 精 确 可 逆 地 控制 神经 元 活性 ""。 然 而 ,多 
分 重 白 表达 、 对 和 蛋白 的 化 学 修饰 、 化 学 小 分 子 的 组 织 罕 透 性 等 多 方面 的 技术 限制 阻碍 了 多 


直到 2005 £, Boyden. S 等 人 首次 在 哺乳 动物 神经 元 中 成 功 表达 微生物 视 紫 红 质 蛋白 ， 


并 在 不 需要 其 他 的 辅助 因子 或 组 分 的 条 件 下 , 成 功 实现 了 神经 元 的 光 激 活 。 随 后 的 研究 证 实 


哺乳 动物 的 细胞 中 天 然 含 有 激活 细菌 视 紫红 质 蛋 白 必要 的 辅 因 子 顺 式 视 黄 醛 ”。 随 后 几 年 
中 ， 类 似 的 发 现 相继 被 报道 。 到 2010 年 ， 多 种 微生物 视 紫红 质 蛋 白 ， 包 括 视 紫红 质 通道 重 


Á (channelrhodopsin，ChR)、 细 菌 视 紫 红 质 蛋白 bacterial rhodopsin)、 盐 细菌 视 紫 红 


质 (halorhodopsin) 均 被 证 明 
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能 实现 对 哺乳 动物 神经 元 的 光学 激活 或 抑制 ， 从 而 实现 了 在 


完整 的 哺乳 动物 脑 组 织 甚至 是 


由 运动 的 哺乳 动物 中 对 神经 元 的 光 遗 传 控 制 ""。 由 此 , 打 


开 了 单 组 份 光 遗 传 学 的 大 门 。 


2 光 遗 传 学 技术 的 相关 进展 


微生物 视 紫红 质 蛋 白 被 证 明 可 以 用 来 激活 神经 元 后 ， 研 究 人 员 进一步 发 现 了 在 生物 体 中 
天 然 存在 的 具有 不 同 特性 的 光敏 蛋白 ,命名 为 视 蛋白 。 其 中 , 在 微生物 体内 存在 的 视 蛋 白 (I 
型 ) 多 为 离子 通道 和 离子 汞 ， 兰 椎 动物 中 的 视 蛋白 (II 型 ) 多 为 6 RAR. h 


于 微生物 视 蛋 白 具 有 更 快 的 动力 学 特性 和 单 组 份 基因 操作 优势 , 光 遗 传 学 技术 的 进一步 发 


展 主要 体现 在 对 微生物 视 重 白 的 优化 改造 , 视 重 白 的 特异 性 定位 表达 以 及 光 传输 技术 的 发 展 


等 方面 。 


2.1 视 蛋 白 的 改造 开发 


2.1.1 光 激 活性 视 蛋 白 


视 紫 红 质 通道 蛋白 (ChR〉 是 一 种 存在 二 
的 是 ChR2 (ChR 的 一 种 亚 型 )"。ChR2 是 一 种 非 选 择 性 阳离子 通道 ， 
用 下 打开 离子 通道 ， 使 得 神经 元 去 极 化 并 激活 ， 并 于 2005 年 成 功 在 体外 培养 的 小 鼠 海 马 细 


Im- 


e 


胞 藻类 中 的 离子 通道 ， 其 中 应 用 最 为 广泛 
能 在 蓝光 (420nm) 作 


胞 中 实现 了 神经 元 光 控 激活 ""。 


与 此 同时 ， 通 过 对 ChR2 的 定点 突变 和 腐 合体 改造 ， 具 有 不 同 动力 学 特性 的 视 蛋 白 被 进 


一 步 开发 出 来 ， 满 足 了 不 同 研究 条 件 下 的 应 用 ""。 超 高 速 视 蛋 白 (ultrafast opsin) 是 具 
有 高 频 激活 和 快速 失 活 特性 的 ChR2 突变 体 ， 主 要 包括 ChETA 和 CHIEF”, HRM 
能 够 以 高 达 200Hz 的 频率 激活 神经 元 并 快速 失 活 关闭 , 提高 了 对 神经 元 的 激活 效率 "1 。 而 通 


过 延长 ChR2 通道 的 开放 时 间 ， 研 究 者 们 改造 出 了 具有 长 时 激活 特性 的 ChR2 突变 体 - 阶 梯 功 


能 视 蛋 白 (step-function opsin, SFO) ""。 其 中 ， 对 C128 位 点 的 突变 将 ChR2 的 通道 开放 
时 间 延 长 了 数秒 人 “， 对 D156 位 点 的 突变 则 将 通道 失 活 时 间 延 长 至 了 分 钟 级 别 ， 由 此 得 到 
的 突变 体 分 别 在 不 同 研究 中 得 到 了 利用 。 而 基于 这 两 种 ChR2 突变 体 远 合 改 造 得 到 的 双 稳 态 
激活 性 阶梯 功能 视 蛋 白 (stabilized step-function opsin, SSFO ) 则 具有 在 通道 开放 和 
失 活 状态 下 皆 具 稳 态 的 特性 ,实现 了 通过 蓝光 激活 而 黄 光 失 活 的 特性 操控 ， 有 利于 对 神经 通 


路 的 长 时 程控 制 ”。 


除 以 上 主要 由 蓝光 激活 的 微生物 视 蛋 白 以 外 ， 红 光 激 活 的 视 和 蛋白 - 红 移 视 蛋 白 


(red-shifted opsin) 同样 引起 了 研究 者 们 的 兴趣 。 由 于 红 光 波长 较 长 ， 上 共有 较 好 的 组 织 
穿 透 性 ,在 深部 脑 区 的 光 遗 传 控制 将 更 为 便利 , 与 此 同时 ,， 红 移 视 和 蛋白 的 发 现 大 大 增加 了 视 


蛋白 种 类 , 扩大 了 可 利用 的 视 重 


的 多 种 光学 控制 或 同步 记录 。 


白 工 具 库 。 而 红 光 激活 的 特性 使 得 


[ 移 视 和 蛋白 可 与 蓝光 激活 


2 
的 视 蛋 白 以 及 遗传 编码 的 钙 离 子 菊 光 探 针 〈GECIs) 等 联合 使 用 ， 实 现 了 对 神经 元 神经 环 路 


VChR1 是 存在 于 团 菠 的 红 移 视 蛋 白 ， 可 在 535nm 下 被 激活 并 


Chit 


naX ives EBA FI 


引起 神经 元 去 极 化 ,基于 VChR1 改造 的 突变 体 CIV1 和 ReaChR 则 可 在 539nm 下 实现 最 大 激 


得 到 发 现 ， 


红 移 特性 ，Chronos 则 还 可 在 黄 光 或 者 蓝光 条 伯 
活 光 谱 差 异 使 得 Chrimson 可 以 与 Chronos 配合 使 用 ， 实 现 月 


二 


的 神经 元 而 不 被 互相 干扰 ”。 而 由 


与 钙 离 子 严 光 探 针 的 配合 


2.1.2 光 抑 制 性 视 蛋 白 
在 神经 生物 学 的 研究 

香 白 是 指 可 被 光 激 活 并 引 

紫红 质 Chalo rhodopsin 


使 用 中 展现 了 巨大 优势 ”。 


活 效应 ， 并 在 哺乳 动物 神经 元 中 展现 了 更 良好 的 膜 定位 表达 能 力 ”” 。 而 通过 对 超过 100 
种 藻类 的 基因 组 从 头 测 序 (de-novo sequencing), AI 
Chrimson 可 在 585nm 光 刺 激 下 展现 最 大 的 光电 流 ， 较 其 他 红 移 视 蛋 白 有 更 长 的 
F 下 被 激活 并 具有 快速 动力 学 特性 ， 良 好 的 激 
日 红 光 和 蓝光 同时 激活 两 群 独立 
F Chrimson 还 可 在 更 长 波长 下 (720nm) 被 激活 ， 从 而 在 


和 蛋白 Chrimson 和 Chronos 也 相继 


H 


1， 神 经 元 的 抑制 对 于 神经 环 路 功能 的 探究 同样 重要 。 光 抑制 性 视 


起 神经 元 抑制 作用 的 一 类 视 蛋 白 , 其 中 利用 最 为 广泛 的 是 盐 细菌 视 
) 中 的 NpHR 视 蛋白 器 。NpHR 是 一 


= 


RUA TAR, 


可 在 光照 刺激 下 将 


握 离 子 泵 入 胞 内 ， 使 得 神经 元 超 极 化 从 而 引发 神经 元 抑制 ， 而 通过 对 NpHR 进行 结构 变异 和 


Kea, Oa NOE HJ 


活 光 电流 和 更 优化 的 膜 定 


by, [30] 
C o 


fal) 和 
关注 ， 这 类 视 重 白 主要 是 


同 光 激 活性 视 重 白 相 


和 Mac 改造 的 突变 体 eArch3. 0, eArchT3. 0 和 eMac3. 0 均 具 有 更 长 波长 激活 上 
520nm-550nm 光 控 下 激活 中 。 而 近来 在 盐 细 菌 中 发 现 # 


更 加 高 效 的 红 移 光敏 特性 


导 的 限制 ， 


此 光源 在 神 


可 在 绿 光 ， 黄 光 或 者 红 光 条 件 下 广 
通过 在 体外 培养 的 海马 神经 元 中 的 表达 ，eNpHR3. 0 进 


步 被 发 ] 


谱 激 活 的 eNpHR3. 0 改造 体外 。 
HAJ Æ 590nm 下 实现 最 大 激 


LARA. 然而 通过 eNpHR3. 0 实现 的 神经 元 抑制 可 导致 GABAR 的 


翻转 电位 改变 ， 从 而 使 神经 元 的 可 兴奋 性 受到 干扰 ， 因 此 ，eNpHR3. 0 的 应 月 


昌 受 到 了 较 多 质 
疑 ”。 除 此 之 外 ， 以 Arch” (一 种 在 苏打 盐 红 菌 中 发 现 的 古 紫 质 蛋 白 )，Mac” ETE 
eBR 《一 种 在 嗜 盐 菌 中 发 现 的 视 紫 红 质 蛋 白 ) 为 代表 的 质子 泵 视 蛋 白 也 得 到 了 较 多 


通过 将 质子 泵 出 胞 外 来 抑制 神经 元 ， 不 仅 对 GABA 神经 元 兴奋 性 干 
扰 较 小 ， 在 快速 去 失 活 和 光电 流产 生 速 率 方面 也 比 握 离 子 泵 类 的 视 重 


具有 更 大 优 


势 31] 


同 , 研究 人 员 也 致力 于 改造 出 红 光 控制 的 抑制 性 视 蛋 白 。 基 于 Arch 


和 非 侵 入 性 的 神经 元 抑制 特性 ， 从 而 使 得 Jaws 在 深部 脑 
中 应 用 十 分 广泛 。 然 而 红 光 控制 的 视 蛋 白 激活 在 神经 元 中 仍然 受到 神经 元 髓 峭 对 汪 


REE, 均 可 在 
优化 的 Jaws Urs AR Se A 


日 织 研究 


经 组 织 中 输送 的 稳定 性 仍 需 提高 ""。 


由 于 在 单 光 子 条 件 下 
子 通道 视 蛋 白 ， 因 此 ， 研 
蛋白 iC1C2,， 后 者 可 在 蓝 
的 开发 则 进 


步 满足 了 长 


而 第 一 代 突 变 体 SwiChRr 
A Sma, 


光 下 被 激活 


离子 泵 只 能 转运 单个 离子 , 在 效用 和 稳定 性 
究 者 们 在 C1C2 蛋白 结构 上 改造 出 了 县 有 抑制 效应 的 氧 离 子 通道 
并 具有 快速 动力 学 的 特性 ”。 


E 上 均 不 如 之 前 提 到 的 


于 光学 传 


w 


子 通道 更 慢 的 动力 学 特 人 
mm 。 表 1 给 出 了 几 种 党 


E， 从 而 满足 了 对 神经 元 活动 的 允 
见 光 遗传 学 工具 及 其 特性 。 


时 程 抑制 神经 元 的 要 求 , 基于 ChR 突变 改造 的 抑 表 
白 SwiChR 可 在 短 时 间 的 光照 下 引发 长 时 间 抑 制 , 从 而 避免 了 长 时 程 光 照 对 细胞 毒性 的 影响 ， 
除 长 时 抑制 外 ， 还 可 像 GABAR 氧 离 子 通道 一 样 可 逆 并 稳定 地 打开 


实现 对 神经 元 活性 的 细微 调节 ””。 第 二 代 突 变 体 SwiChRr 则 有 比 GABAR AB 


LH 


ORTER ED HE AM EE 
| 性 阶梯 功能 视 


| 


ia Ib 


微调 节 和 交互 行为 的 看 


完 需 求 
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表 1 常见 视 蛋 白 特性 参数 
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年 份 光 控 元 件 离子 选择 性 激活 /抑制 激活 光谱 (nm) 参考 目录 
2005 ChR2 阳离子 通道 激活 400-500 [4] 
2012 ChETA 阳离子 通道 激活 400-500 [19] 
2014 SSFO” 阳离子 通道 激活 470/590 [21] 
2014 Chrimson” 阳离子 通道 激活 585/720 [26] 
2011 C1V1 阳离子 通道 激活 550-570 [23] 
2008 NpHR2 AATRE Hi 590-620 [28] 
2014 iC1C2 氧 离 子 通道 Hih 475 [55] 
2016 SwichR” AA Fe Hih 475/632 [35] 

1) SSFO 被 470nm 的 短 时 间 蓝 光 激活 并 可 以 维持 30min， 被 590nm 的 红 光 解除 激活 

2) Chrimson 可 在 两 种 波长 下 分 别 激活 ，585nm 下 达到 最 大 信号 而 720nm 下 可 与 钙 离子 荧光 探 针 连用 


3) SwiChR 被 475nm 的 短 时 间 蓝 光 激活 ， 被 632nm 的 红 光 解除 激活 


视 和 蛋白 的 改造 开发 还 集 
胞 器 定位 相关 的 基因 片段 与 视 蛋白 融合 
°°) DA eNpHR3. 0 的 改造 为 例 
并 在 其 内 部 中 插入 高 尔 基 转运 序列 TS 可 使 得 eNpHR3. 0 在 膜 定 位 和 光电 流 强 度 上 得 到 极 大 提 
融合 肌 球 蛋白 Va 或 VI 结合 域 的 序列 极 大 增强 
轴 突 膜 的 定位 2 , 在 Arch3 中 融合 突 触 小 泡 蛋 白 的 基因 序列 则 可 以 实现 其 在 突 触 前 膜 的 表达 
j u 于 新 近 发 现 的 光敏 通道 蛋白 CoChR 改造 的 soCoChR 还 可 以 集中 在 神经 元 的 胞 体 中 表 
细胞 结构 定位 的 
和 定位 的 特异 性 以 


w 


FH. 除 此 之 外 , 在 ChR2 中 


于 探索 膜 定位 以 及 亚 细 胞 结构 定位 方面 ,通过 将 信号 肽 或 与 细 
, 研究 者 们 实现 了 视 蛋 白 在 亚 细 胞 结构 中 的 富 集 表达 


， 通 过 将 NpHR 的 N 端 同 钾 离子 通道 Kir2. 1 的 


ER 运 出 序列 融合 


了 ChR2 在 树 突 或 


这 些 定位 改造 大 大 促进 了 视 蛋 白 在 神经 环 路 精确 控 人 


提高 胞 内 光源 有 效 递 送 等 是 未 来 的 优化 方向 。 


2.2 视 蛋白 的 定位 表达 
神经 环 路 组 成 的 高 度 多 样 性 与 复杂 性 , 使 得 标记 特定 的 细胞 类 型 或 者 神经 投射 对 光 遗 传 


学 在 神经 生物 学 中 的 研究 


首先 , 将 视 重 


Ud 


assoc 


virus, HSV) 等 2 。 


感染 效率 较 低 ， 不 适 


启动 子 的 病毒 载体 侵 染 ， 
白 在 神经 环 路 中 特异 性 表达 的 目标 "。 


表达 在 特定 神经 元 中 最 简单 也 最 常用 ue ARE 
和 视 蛋 白 的 基因 片段 包装 在 病毒 载体 中 并 注射 到 特定 脑 区 
(图 la, 


上 分 重要 。 目前, 主要 可 以 通过 使 用 包含 视 蛋 白 基 因 与 细胞 特异 性 


建立 转基因 小 鼠 品 系 ， 以 及 基因 敲 入 (knock-in) 


关中 的 应 用 。 而 3 
改造 可 导致 视 和 蛋白 的 表达 量 降低 从 而 影响 光电 流 的 产生 , 因此 增强 表达 量 


图 2a) [21] 


其 中 ， 


常用 的 病毒 载体 主要 有 慢 病 毒 (lentivirus)， 腺 相 
iatedvirus，AAV)， 狂 犬 病毒 Crabies virus) 以 及 单纯 疱疹 病毒 
慢 病 毒 可 以 通过 插入 细胞 基因 组 来 实现 长 时 间 稳 定 表达 ， 然 而 其 


HERAT 


FF 动物 实验 中 7 


过 病毒 的 侵 染 


等 方式 实现 视 蛋 


田 胞 特异 性 启动 子 
拉 实 现 视 和 蛋白 表达 
关 病 毒 Cadeno 


(herpes simplex 


对 于 腺 相关 病毒 (AAV)， 尽 管 表达 时 间 相 对 较 
短 , 但 其 感染 效率 高 ， 装 载 能 力 大 ， 因 此 更 广泛 被 用 于 神经 环 路 的 研究 “。 


而 具有 逆向 跨 突 


触 侵 染 能 力 的 狂犬 病毒 和 正 向 跨 突 触 侵 染 能 力 的 单纯 疱疹 病毒 在 神经 环 路 与 投射 的 研究 中 
也 具有 广泛 的 应 用 ”。 常 用 的 神经 元 特异 性 启动 子 包 括 CaMKII a (特异 表达 在 大 脑 皮 层 兴 
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奋 性 神经 元 )，DRD( 特 异 表 达 在 伏 核 神经 元 以 及 MBP (特异 表达 在 少 突 细胞 ) SECO 而 
当 研究 某 一 小 群 神经 元 功能 时 ， 则 需 用 到 更 加 特异 的 启动 子 ， 比 如 酯 氨 酸 羟 化 酶 (tyrosine 
hydroxylase, TH) 可 以 特异 性 标记 多 巴 胺 能 神经 元 ， 从 而 可 以 用 于 多 巴 胺 能 神经 元 的 功能 
研究 ”。 研 究 不 同 种 类 神经 元 的 功能 需要 寻找 更 多 具有 特异 性 的 启动 子 ， 其 中 , 单 细 胞 测序 
技术 〈single-cell sequencing) 的 发 展 将 大 大 推动 神经 元 的 功能 分 类 ， 可 以 为 标记 特异 神 
经 元 提供 更 多 信息 。 通 过 视 和 蛋白 对 神经 环 路 的 激活 或 抑制 ,研究 者 们 揭示 阐明 了 多 种 神经 环 
路 的 功能 ， 包 括 表 达 下 视 丘 分 泌 素 的 丘脑 神经 元 调节 睡眠 与 觉醒 的 转换 机 制 以 及 表达 DRD2 
的 伏 核 Cnucleus accumbens) 神经 元 调节 风险 选择 的 机 制 等 "””。 然 而 由 于 病毒 载体 可 以 
包装 的 特异 性 启动 子 片段 长 度 有 限 , 限制 了 视 和 蛋白 在 某 些 神经 元 中 的 表达 , 这 一 方法 的 应 用 
存在 局 限 。 


利用 转基因 技术 可 以 解决 这 一 难题 .通过 建立 在 特定 神经 细胞 中 表达 视 蛋 白 的 转基因 小 
鼠 品 系 ， 可 以 实现 视 蛋 白 的 稳定 表达 ， 从 而 为 该 类 神经 元 或 神经 环 路 的 研究 提供 方便 ”。 而 
这 一 技术 的 缺陷 在 于 无 法 同 病 毒 载体 侵 染 技术 一 样 达 到 空间 位 置 的 高 度 准 确 性 , 其 次 , 在 和 
究 不 同 的 视 蛋 白 或 者 不 同 神经 环 路 的 作用 时 , 需要 重新 建立 稳定 的 转基因 小 鼠 品 系 , 在 操作 
和 时 间 花 费 方 面 都 不 太 合理 。 


基因 敲 入 技术 (genetic knock-in technique) 则 完美 兼顾 了 神经 元 空间 准确 性 表达 和 
简便 操作 的 优点 。 以 重组 酶 系统 (Cre-LoxP 或 Flp-Frt) 技术 为 例 ， 通 过 构建 在 特定 神经 元 
中 表达 Cre 或 者 Flp 重组 酶 品系 的 小 鼠 , 然后 将 受 通 用 启动 子 控制 并 依赖 重组 酶 的 视 和 蛋白 包 
装 在 病毒 载体 中 并 注射 到 待 研究 的 脑 区 ， 便 可 实现 将 视 蛋 白 表 达 在 特定 神经 元 中 "(图 
1b)。 由 于 这 一 策略 大 大 降低 了 对 病毒 载体 装载 能 力 的 限制 并 具有 高 度 准 确 性 和 操作 简便 的 
优点 ， 这 一 技术 在 光 遗 传 学 领域 开展 最 为 广泛 ， 并 使 得 很 多 神经 环 路 的 研究 成 为 了 可 能 , 例 
如 表达 小 清 蛋 白 的 皮层 中 间 神 经 元 如 何 调控 社交 行为 等 ,但 这 一 策略 也 受到 一 些 因 素 的 限 
制 ， 比 如 建立 重组 酶 品系 需要 较 长 的 时 间 ， 以 及 对 于 某 一 群 待 研究 的 神经 元 缺乏 特异 性 的 启 
动 子 , 无 法 精确 定位 特定 类 型 的 神经 元 和 组 织 等 。 总之, 利用 基因 裔 入 技术 实现 视 蛋 白 神经 
元 特异 性 表达 这 一 策略 将 随 着 技术 的 改进 得 到 更 广泛 的 应 用 。 


神经 环 路 研究 的 另 一 个 重要 方面 是 研究 不 同 脑 区 的 投射 关系 如 何 控制 行为 。 目 前 的 研究 
难点 主要 集中 于 如 何 利 用 视 和 蛋白 将 脑 区 之 间 功 能 性 连接 可 视 化 这 一 问题 上 。 理论 上 来 讲 , 利 
用 光 直 接 刺激 表达 视 和 蛋白 的 投射 神经 纤维 可 以 实现 对 下 游 脑 区 的 激活 , 然而 这 一 方法 需要 数 
周 的 时 间 将 足够 的 视 蛋 白 表 达 在 长 投射 的 神经 纤维 上 , 并 需要 在 预先 探索 脑 区 之 间 的 投射 关 
系 基 础 上 进行 呈 。 除 此 之 外 , 还 可 以 通过 对 神经 元 的 弥散 -组 合 标记 (sparse-compbinatorial 
labeling) 来 探索 脑 区 之 间 的 投射 关系 ,但 此 法 具有 一 定 言 目 性 ”“。 由 此 ， 科 学 家 们 进一步 
开发 了 跨 轴 突 逆向 侵 染 病毒 ， 犬 腺 病毒 (Canine Adenovirus ,CAV) 便 是 其 中 一 种 。 假 设 我 
们 有 一 种 在 脑 区 X 中 稳定 表达 Cre 重组 酶 品系 的 小 鼠 , 当 包含 Cre 依赖 的 视 蛋 白 CAV 病毒 载 
本 被 注射 到 脑 区 X， 在 Cre 重组 酶 的 作用 下 视 蛋 白 基 因 将 被 重组 从 而 实现 在 脑 区 X 的 表达 ， 
再 通过 重新 复制 并 包装 视 蛋 白 颗 粒 的 CAV 病毒 逆 突 触 侵 染 在 Cre 神经 元 的 上 游 脑 区 Y ，Y 
区 胞 体 也 将 得 到 视 蛋 白 的 表达 , 从 而 可 以 通过 光 刺 激 上 游 脑 区 Y 的 神经 元 胞 体 实 现 对 这 一 投 
射 环 路 的 激活 "(图 2b)。 除 此 之 外 ， 高 效 的 狂犬 病毒 (Rabies Virus) 同样 具有 跨 轴 突 
逆向 侵 染 的 特性 ,因此 也 和 常 被 用 于 研究 脑 区 之 间 的 功能 性 连接 ,然而 由 于 狂犬 病毒 有 较 强 的 
神经 毒性 ， 其 应 用 受到 了 限制 ， 新 开发 的 CVS-N2c”“ 狂 犬 病毒 株 神 经 毒性 较 小 ， 扩 大 了 狂犬 
病毒 在 光 遗 传 学 中 的 应 用 。 经 过 基因 编辑 的 疱疹 病毒 科 的 伪 狂 犬 病 病毒 (Pseudorabies 
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virus) 也 可 以 用 于 道 轴 突 标记 ， 但 是 其 对 实验 动物 的 感染 致死 性 限制 了 其 广泛 使 用 ” 。 
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图 1 视 蛋 白 定 位 表达 技术 
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图 2 视 蛋 白 在 小 鼠 脑 区 的 表达 激活 


相 比 于 跨 突 触 逆向 侵 染 病毒 在 神经 生物 学 的 广泛 应 用 , 跨 突 触 正 向 侵 染 病毒 的 发 展 远 远 
落后 ， 以 单纯 疱疹 病毒 H129 HAS (Herpes simplex virus H129) 以 及 水 泡 型 口 炎 病毒 名 
(Vesicular stomatitis virus) 为 代表 的 跨 突 触 正 向 侵 染 的 病毒 是 目前 主要 研究 的 正 向 侵 
染病 毒 载体 ， 然 而 两 者 的 细胞 毒性 限制 了 进一步 应 用 ”。 近 来 研究 还 发 现 腺 相关 病毒 
(adeno-associated viruses, AAV) 包括 AAV1 和 AAV9 也 具有 正 向 跨 突 触 侵 染 的 特性 叶 ， 

因此 ， 高 效 的 正 向 追踪 病毒 有 待 于 进一步 的 开发 和 改造 。 


2. 3 光 传 输 技 术 


光 传输 技术 主要 包括 光源 和 将 光源 递送 到 组 织 的 传输 技术 。 激 光 (diode or 
diode-pumped solid state, DPSS) 和 LED (light-emitting diodes) 是 常用 的 两 种 光源 “|。 
激光 的 主要 优点 是 光谱 范围 非常 窄 (《<lnm)， 在 多 色光 遗传 和 成 像 中 减少 了 交 义 干扰 ， 男 一 
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HARER 
用 于 发 展 无 
围 以 及 较 大 


个 优点 是 低 发 散 性 , 大 大 提高 了 耦 连 光纤 进行 传输 的 效率 。 但 主要 缺点 是 价格 昂 
些 波段 的 刺激 频率 受 限 ”。LED 光源 不 需要 复杂 的 电子 控制 元 件 ， 造 价 较 低 ， 在 
线 传输 方面 具有 较 大 潜力 ， 并 能 轻松 实现 高 频 刺激 。 但 主要 缺点 是 较 宽 的 波长 范 
的 发 散 性 ， 后 者 限制 了 高 强度 光 传输 ”。 


目前 ,传输 技术 最 常用 的 方法 是 光纤 传输 。 光纤 传 输 用 到 的 光纤 直径 通常 几 十 到 几 百 微 
米 ， 通 过 将 其 植 入 到 目标 脑 区 ， 并 与 光源 耦 连 ， 便 可 以 实现 在 自由 运动 动物 中 的 光 输 入 。 当 
输入 的 光 强 (取决 于 所 用 的 视 蛋 白 种 类 和 其 表达 量 ) 超过 视 蛋 白 激活 所 需要 的 阔 值 时 ， 便 可 
以 激活 视 蛋 白 从 而 引起 神经 元 的 激活 或 抑制 ， 触 发 ChR2 动作 电位 所 需 的 光 强 一 般 为 5 

mW/mm”*”。 在 植 入 光纤 末端 所 需 光 强 已 知 的 情况 下 ， 由 于 散射 和 被 周围 脑 组 织 吸 收 的 影响 ， 
光纤 末端 周围 的 光 强 将 随 距离 增 大 而 逐渐 递减 , 因此 光纤 植 入 技术 只 能 激活 一 定 区 域内 的 视 
SA, 并且 无 法 实现 周围 区 域 的 光照 强度 均一 。 虽然 光 强 越 强 ， 有 效 激活 范围 越 大 ,但 光照 
引起 的 组 织 发 热 可 对 神经 元 造成 损伤 ”。 因 此 ， 除 合适 的 光照 强度 以 及 对 照 实 验 之 外 ,减少 


光 强 衰减 和 组 织 热 损伤 是 光纤 传输 的 未 来 发 展 方向 。 
S 光纤 技术 现 已 被 广泛 用 于 自由 运动 动物 深部 脑 刺激 的 实验 中 , 但 光纤 的 植 入 仍 会 不 可 过 
免 的 造成 一 定 程度 的 脑 组 织 损伤 以 及 局 部 出 血 , 尤其 是 当 使 用 大 直径 的 光纤 进行 高 强度 光 输 
© 入 时 外 。 因 此， 对 于 需要 更 大 脑 区 的 光 刺激 以 及 特殊 空间 位 置 的 多 点 刺激 ,研究 人 员 开 发 了 
= 小 型 化 的 微型 光纤 和 锥 形 光纤 中 ， 从 而 减少 了 对 组 织 的 机 械 损伤 。 与 此 同时 ， 包 含 成 百 上 千 
a 微型 光纤 的 光纤 束 可 以 被 包 在 一 个 绝缘 的 套 管 中 并 植 入 目标 脑 区 , 从 而 实现 对 某 一 较 大 脑 区 
in fy ADRS AIERZA F RUG TT HELA A) Ee BEE Se 
co 是 另 一 种 多 点 刺激 脑 区 的 实验 方案 四 。 总之， 这 些 多 样 化 的 光 传输 策略 使 得 多 脑 区 ， 多 空间 
号 位 置 的 光学 输入 更 加 方便 有 效 。 
CN 


3 光 遗 传 学 技术 与 其 他 技术 的 结合 


在 完成 对 目标 神经 元 的 激活 或 脑 区 激活 后 , 神经 元 如 何 响应 以 及 响应 模式 的 记录 对 于 下 
究 神 经 环 路 与 行为 的 因果 关系 也 十 分 重要 。 目 前 ， 光 遗传 学 技术 主要 通过 与 记录 神经 元 活性 
的 工具 或 技术 联合 来 进行 输出 信号 的 记录 ， 比 如 功能 性 核磁 共振 成 像 〈fMRI)， 钙 成 像 以 及 
电 生 理 技术 等 “。 将 光 遗 传 学 与 全 脑 活性 的 记录 技术 fMRI 结合 使 用 ， 可 以 实现 对 脑 部 不 同 
结构 区 域 激活 的 研究 , 但 是 此 方法 的 缺点 是 时 间 分 辩 率 较 差 , 较 难 用 于 快速 反应 的 神经 环 路 
和 自由 运动 的 动物 。 电 生理 是 记录 神经 元 活性 的 金 标 准 , 可 以 精确 的 刺激 或 记录 一 个 神经 
元 的 活动 , 但 是 此 方法 的 缺点 是 通 量 较 低 以 及 侵入 性 较 强 ， 对 于 神经 元 活性 有 一 定 影响 。 遗 
传 编 码 的 荧光 探 针 与 光 遗 传 学 的 配合 使 用 可 以 克服 这 些 局 限 ， 例 如 遗传 编码 的 钙 离 子 探 针 
(genetically encoded Ca2+ indicator, GECI) 以 及 遗传 编码 的 电压 门 控 探 针 ， 可 以 实现 
在 单 光子 刺激 下 视 蛋 白 激活 后 的 神经 元 活性 记录 , 从 而 帮助 曾 明 环 路 作用 和 神经 元 之 间 信 息 
交互 对 于 行为 的 影响 。 最 新 研究 中 ， 新 型 光敏 蛋白 soCoChR 与 双 光 子 计 算 机 生成 全 息 技术 
(CGH) 的 结合 成 功 实现 了 对 单个 神经 元 的 光敏 操作 ， 并 将 响应 时 间 压 缩 至 1 毫秒 内 ， 从 而 
极 大 的 提高 了 光 遗 传 技术 在 探究 特定 的 神经 回路 和 大 脑 功 能 之 间 的 因果 关系 的 精确 性 ， 而 
CGH 技术 同时 可 支持 BD 成 像 ， 使 得 光学 控制 有 望 进一步 用 于 复杂 立体 模型 中 。 
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4 展望 
作为 过 去 十 名 
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FE 来 对 神经 生物 学 影响 最 大 技术 之 一 , 光 遗 传 学 技术 在 临床 疾病 研究 方面 也 


展现 了 巨大 潜力 。 帕 金森 小 鼠 模 型 (药物 破坏 多 巴 胺 能 神经 元 ) 中 的 研究 表明 ,在 小 鼠 纹 状 


体 区 域 中 种 植 视 重 


白 表 达 的 人 类 多 巴 胶 能 神经 元 之 后 ,通过 光 激 活 这 些 多 巴 胺 能 神经 元 , K 


BAL S/N Bt PEAT IT. BU ETA RAZ, 从 而 证 实 了 多 巴 胺 分 子 在 帕 金 森 病 中 的 作用 并 初步 试验 了 
运用 光 遗 传 技术 治疗 由 金森 病 的 可 行 性 " 。 通 过 光 遗 传 技术 对 异常 放电 神经 元 的 抑制 ， 在 癖 
病 小 鼠 中 初步 实现 了 交 痫 发 作 的 预防 “， 而 在 无 头 果 蝇 中 通过 光学 控制 也 实现 了 翅膀 扇 动 
下 。 此 外 ， 光 遗传 在 抑郁 症 ,精神 分 裂 症 ， 自 闭 症 和 药物 成 疗 等 疾病 模型 中 的 研究 也 收获 了 


ERR”. 而 随 着 视 重 白 特 怕 


E 和 多 样 性 的 进一步 开发 , 光 遗 传 技 术 有 望 进 一 步 应 用 至 与 人 


类 更 有 具 亲 缘 关 系 的 恒 河 猴 等 灵 长 类 动物 模型 中 "。 光 遗传 技术 近期 还 在 心律 失常 疾病 模型 中 


一 < 


被 尝试 作为 新 型 起 搏 器 , 用 于 控制 节律 和 
台 疗 术 式 ,在 骨骼 肌 用 


收缩 强度 ， 以 作为 在 对 传统 起 搏 器 治疗 无 效 的 代 偿 


用 病 变 中 还 进一步 被 尝试 用 于 恢复 肌 腿 收缩 性 。 由 此 ， 光 遗传 技 


术 无 论 是 在 病理 和 生理 的 机 制 研究 ， 还 是 在 疾病 的 治疗 方面 都 具有 极 大 的 应 用 潜力 。 


然而 目前 光 遗 传 技术 仍 存在 较 多 问题 ， 限 制 了 其 进一步 发 展 。 以 视 蛋 白 表 达 为 例 ， 同 类 
神经 元 中 的 视 蛋 白 表 达 水 平 差异 可 导致 在 相同 光 强 度 刺 激 下 引起 的 效应 与 实际 不 同 , 致使 神 
经 环 路 中 的 整合 反馈 与 生理 情况 产生 偏差 ” .而 视 蛋 白 的 光敏 特性 使 得 视 蛋 白 表 达 的 神经 元 


在 光 刺 激 下 同步 激活 或 抑 


il)» 由 此 时 间 顺 序 上 的 神经 元 交互 行为 以 及 神经 元 本 身 的 反应 特性 


将 被 抑制 ”。 虽 然 与 GECI 探 针 技术 连用 可 实现 对 神经 环 路 中 神经 元 的 激活 顺序 定位 ， 但 同 
步 激 活 使 得 神经 元 的 多 维 交 互 和 快速 环 路 的 行为 早期 即 被 掩盖 ”。 在 利用 病毒 载体 进行 视 蛋 


表达 的 稳定 均一 性 控制 仍 需 在 增加 视 重 白 表 


白 表 达 方 面 , 利用 重组 酶 系统 虽然 可 以 实现 神经 元 特异 性 表达 , 但 不 同 脑 区 的 定点 表达 以 及 
达 的 基础 上 尽量 减少 对 于 细胞 本 身 物质 表达 的 


干扰 。 此 外 , 光源 的 热效应 以 及 对 神经 元 的 直接 刺激 性 尚 需要 更 多 的 改进 以 减少 对 脑 组 织 的 


fe AT 


EFU EA SU A 


情境 。 而 光 遗 传 技 术 在 疾病 中 的 应 用 研究 还 受 限 于 疾病 模型 的 构 
建 ， 如 何 快速 稳定 构建 符合 生理 情况 的 哺乳 动物 疾病 模型 将 持续 成 为 领域 内 的 研究 热点 。 


总 之 ,， 光 遗传 学 技术 仍 将 快速 发 展 , 这 项 技术 的 应 用 也 将 帮助 我 们 解答 更 多 神经 生物 学 
的 奥秘 以 及 疾病 治疗 方面 的 问题 。 
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